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APRESENTACAO

Neste segundo volume apresentado em 26 capitulos, a obra “Qualidade de
Produtos de Origem Animal” é composta por abordagens cientificas que discorrem
principalmente sobre parametros de composicao e qualidade microbiolégica de
alimentos de origem animal.

As condicbes microbiologicas e a composicdo fisico-quimica séo fatores
determinantes para definir a qualidade final de um produto destinado a alimentacéao
humana. Os esforgos cientificos para verificar os parametros de qualidade de produtos
alimentares séo imprescindiveis. Tratando-se de um assunto de tamanha relevancia,
a ciéncia deve sempre trazer novas pesquisas a fim de elucidar as principais lacunas
que possam trazer solu¢des ou apresentar riscos ao consumo humano.

Neste sentido, os estudos que sdo apresentados aqui, alinham-se a estes
temas e trazem novas analises que condizem com as necessidades emergentes de
qualidade e seguranca de produtos de origem animal.

A Atena Editora que reconhece a importancia dos valiosos trabalhos dos
pesquisadores, oferece uma plataforma consolidada e confiavel para a divulgacao
cientifica, propiciando a estes autores um meio para exporem e divulgarem seus
resultados, enriquecendo o conhecimento académico e popular.

Por fim, esperamos que a leitura deste trabalho seja agradavel e que as novas
pesquisas possam propiciar a base intelectual ideal para que se desenvolva novas
solugdes, cuidados e desenvolvimento de produtos de origem animal.

Flavio Ferreira Silva
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CAPITULO 9
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RESUMO: Na producdo industrial de
alimentos se faz necessario a inativacdo de
microrganismos. O tipo mais comum empregado
em produtos alimenticios, especialmente
em bebidas fermentadas, é a
Saccharomyces cerevisiae. As técnicas de
inativacdo mais empregadas consistem no
aquecimento abrupto. Tal processo térmico
altera propriedades sensoriais e nutritivas
do produto final, devendo ocorrer de forma
controlada, otimizando o tempo de operagao.
Neste artigo, com fim de obter parédmetros
de resisténcia térmica da cepa comercial de

levedura
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levedura S. cerevisiae WB-06 foram feitos
cultivos do microrganismo em meio liquido
acucarado para posterior aquecimento a 60°C
em banho térmico. A amostragem foi feita em
intervalos de até 15 minutos. O valor obtido de
tempo de redugao decimal (D)) de 9,80 min
esta de acordo com a literatura.
PALAVRAS-CHAVE: Saccharomyces
cerevisiae; pasteurizacao; azul de metileno.

STANDARD CURVE PREPARATION FOR
THERMAL INACTIVATION OF YEAST
COMMERCIALS STRAIN Saccharomyces

cerevisiae WB-06

ABSTRACT: In industrial food production it
iS necessary to inactivate microorganisms.
The most common type used in food
products, especially fermented beverages, is
Saccharomyces cerevisiae yeast. The most
commonly used inactivation techniques are
abrupt heating. Such thermal process alters
sensory and nutritive properties of the final
product and should occur in a controlled manner,
optimizing the operating time. In this paper, in
order to obtain thermal resistance parameters
of the commercial strain of S. cerevisiae yeast
WB-06, the microorganism was cultivated in
sugary liquid for subsequent heating at 60 °C in
a thermal bath. Sampling was done at intervals
of up to 15 minutes. The obtained decimal
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reduction time (D) value of 9.80 min is in agreement with the literature.
KEYWORDS: Saccharomyces cerevisiae; pasteurization; methylene blue.

11 INTRODUCAO

O uso de leveduras na industria de alimentos tem sua origem nos processos
fermentativos que se iniciam muito antes mesmo do descobrimento do agente
fermentativo. Apds experimentos do cientista Louis Pasteur, no séc. XIX, foi possivel
comprovar a presenca de leveduras concomitante a fermentacéo (PASTEUR, 1860).
Em 1864 ele demonstrou que as doencgas causadas pelo vinho eram oriundas da
presenca destes microrganismos. Estes microrganismos eram inativados quando
aquecidos até uma temperatura de 55°C (PASTEUR, 1864).

Diversos estudos e aplicagdes commicrorganismos se sucederam, especialmente
envolvendo os produtos industrializados por visarem maior durabilidade. Processos
tradicionais daindustria realizam ainativacao através de etapas térmicas denominadas
de pasteurizacao (lenta, UHT ou HTST). Pasteurizacéo lenta, em que se aplicam
temperaturas mais baixas, na ordem de 65°C, por acima de 20 minutos. Pasteurizagao
rapida (HTST), quando se aplicam temperaturas mais altas, da ordem dos 75°C,
durante alguns segundos. Pasteurizacdo muito rapida (UHT), quando a temperatura
vai de 130°C a 150°C, durante trés a cinco segundos (AGUIAR; YAMASHITA; GUT,
2012).

Na industria cervejeira, além de garantir estabilidade biol6gica, também
neutraliza possiveis contaminantes, tais como leveduras selvagens, Lactobacillus,
Pedicoccus, dentre outros microrganismos que deterioram a cerveja. A medida de
pasteurizacéo para cerveja é dada em unidade de pasteurizacéo (P.U.), onde 1 P.U.
equivale a 1 minuto de aquecimento da levedura a 60 °C. A norma estabelece 15
P.U.’s como pasteurizagdo minima requerida para a industria cervejeira (MILANI;
GARDNER,; SILVA, 2015).

O tipo mais comum de levedura usada pelo homem € a espécie Saccharomyces
cerevisiae, presente na industria de panificacdo e de bebidas alc6olicas. Em especial
para bebidas alcoolicas fermentadas, cepas séo selecionadas para cada estilo de
produto a que se destina o processo. Cada variagdo possui identidade genética e
fenotipica unica por caracteristicas de cultivo, e de seu metabolismo (CARRAU;
GAGGERO; AGUILAR, 2015).

Métodos quantitativos para aferir células vidveis em meios de cultivo séo
empregados em bioprocessos, tais como métodos colorimétricos com contagem
em camara de Neubauer, citometria de fluxo, e espectrofotometria. Um método
colorimétrico tradicionalmente usado é o coramento por azul de metileno (solugéo
vital) por ser pratico e rapido, além de permitir analisar individualmente células de
levedura. A adicdo de azul de metileno a suspensdo com microrganismos permite
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diferenciar células vivas de células ndo viaveis por meio da penetracdo da molécula
em cada célula, que é reduzida enzimaticamente para um produto incolor, em
células metabolicamente viaveis, enquanto que células nao viaveis ficaram coradas
(KWOLEK-MIREK; ZADRAG-TECZA, 2014).

Visando garantir o maior tempo de prateleira concomitante a manutencéao de
aspectos sensoriais mais proximas do natural e fresco, o tempo de pasteurizacéao
deve ser otimizado e adequado ao agente fermentativo. Para tal, um estudo que
estime o tempo de reducao decimal do microrganismo empregado é necessario para
calcular o tempo minimo teérico de processamento térmico para obter a inativacéo
abaixo dos niveis permitidos por lei. Em vista disso, o presente trabalho tem como
objetivo determinar os parametros de inativacdo térmica para a cepa comercial de
levedura Saccharomyces cerevisiae WB-06 na temperatura de 60°C.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo de solucao de azul de metileno 0,01%

Foi preparado 1,0 L de solugdo tampéao de PBS (8,0 g NaCl, 0,20 g KCl, 1,44
Na,HPO, e 0,30 g KH,PO,) e 1,0 L solugéo analitica de citrato de sédio 2,0% p/v
avolumados com solucéao tampao PBS. Foram pesados 0,050 g de azul de metileno
e avolumados com solucéo de citrato de sédio 2,0% p/v em frasco 50,0 ml. Todos os
reagentes foram fornecidos pela SIGMA ALDRICH®. O método e os reagentes foram
elaborados conforme protocolo da literatura (SAMI; IKEDA; YABUUCHI, 1994).

2.2 Cepa de levedura

Os microrganismos utilizados no presente trabalho sdo uma cepa comercial
de Saccharomyces cerevisiae selecionada em uma loja voltada para a producéao de
cervejas da empresa Fermentis® sendo a WB-06 ale alema. A ficha técnica informa
a quantidade de células viaveis no empacotamento sendo de no minimo 6 x 10° céls
por grama do saché que possui em torno de 84,0 a 96,5 gramas de peso seco.

2.3 Cultivo de levedura

Para esta etapa, foi preparado meio binario de D-glicose (1 g/l) e agua destilada.
Uma parte equivalente a 0,2 g de levedura foram solubilizados em 100 ml, e dispostos
naincubadora de movimento orbital Technal modelo TE-420, a 25°C, e com velocidade
de agitacao de 200 rpm, sendo deixado por 5 dias (120 h).

2.4 Inativacao térmica

O banho térmico NovaTécnica modelo Dubnoff 5L foi pré-aquecido a 60 °C por
15 minutos até estabilizar a temperatura. Aliquotas de 10 ml de meio com levedura
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foram colocados em seis erlenmeyers de 50 ml. A agitacao do banho foi programada
para 150 rpm. Cada frasco foi retirado em tempos de 0, 3, 9, 12 e 15 minutos. O
tempo maximo de aquecimento foi de 15 minutos.

2.5 Analise de viabilidade celular

O microscépio NYKON modelo eclipse E200MV R foi utilizado com cémara
de Neubauer (0,05 x 0,05 x 0,1 mm). Sendo retirada uma aliquota de 1,0 ml do
meio, depois de aquecido, e transferidos em tubo Falcon de 10,0 ml. O volume foi
completado com agua sendo diluido 10 vezes. Em eppendorf de 1,0 ml foi adicionado
0,5 ml de amostra diluida com 0,5 ml de corante vital (azul de metileno 0,01%).

Com auxilio de pipeta volumétrica foi inserida a amostra na camara e levada a
leitura em uma ampliagdo na lente objetiva de 40x. Usando um contador manual foi
aferido o numero de células totais e de células coradas por quadrante da cdmara de
Neubauer.

2.6 Modelagem e estimacao dos parametros

Para estimar os parametros foi usado o modelo de primeira ordem de Bigelow
(BIGELOW & ESTY, 1920):

N 1
Log(N—o)z o % t )

em que N = ndmero de células viaveis, N, = nimero de células iniciais, D, =
tempo de reducao decimal (min) na temperatura fixa T, e t = tempo (min).

Primeiramente a linearidade de células viaveis foi confirmada plotando a curva
log (N/NO) vs. Tempo (Eq. (1)). Para a temperatura fixa de 60°C foi feita a regressao
linear no STATISTICA e o valor de DT (D, foi calculado, o qual € expresso em
minutos.

O efeito da pasteurizacdo é calcula em Unidades de Pausterizacao (P.U.’s).
Uma P.U. corresponde ao efeito do tratamento térmico sobre a cerveja a 60°C durante
um minuto. Por esta razdo, para a escolha dos valores de P.U., estes microrganismos
devem ser tidos como referéncia, sendo recomendavel uma temperatura minima de
70°C e um tempo minimo de contato de 45 segundos (20 P.U.’s) (STORGARDS,
2000).

O acréscimo de uma pequena margem de seguranca garante uma eliminacao
quantitativa mais eficiente, especialmente quando a carga de microrganismos
no inicio € muito elevada. P.U.’s muito altas oferecem risco para as propriedades
organolépticas do produto fermentado. Portanto, o sistema de inativagdo térmica
deve ser adequado as caracteristicas do produto final, balanceando a qualidade
microbiologica e nutricional.

A viabilidade e o progresso do processo sé&o estimados através das equacdes
abaixo, respectivamente:
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Numero de céls viaveis
Numero de células totais

V(%) =
()

MNumero de céls ndo vidveis (i) - NOmero de céls ndo vidveis (0)
Numero de células totais

Pi(%) = .100

3)
em que V é a viabilidade celular, e Pi é o progresso da inativagao por calor.

31 RESULTADOS E DISCUGCOES

A relacdo dos valores de viabilidade celular, e a concentracéo de células ndo
viaveis (em milhdes de células por mililitro), ao longo do tempo de aquecimento a
60°C esta disposta na Figura 1 abaixo.

» 107

9 Visbildsde colilar (%)

®  Conc obls eaeas (oiis/mi) !

T

19

Viabilidade colular (%)

Concentragio celular inativada (células por mililitro)

tempo (min)

Figura 1 — Concentragéo de células inativas (coradas) (10° células/ml) por tempo (minutos) e
viabilidade celular ao longo do tempo.

Foi possivel observar o aumento da concentracdo de células n&o viaveis ao
longo do tempo de realizacédo do experimento, relativo a desestabilizagcéo térmica do
metabolismo basal responsavel pela degradacao do corante vital de azul de metileno.
Concomitantemente a reducao da viabilidade celular até um valor de 1,94% de no
meio aquoso com leveduras, caracterizando o processo de inativagao. Viabilidade
celular similar de 1% foi obtido para cepa CBS 1171 de Saccharomyces cerevisiae
aquecida a 50 °C em meio binario (sorbitol e agua) durante 1 hora (GERVAIS &
MARANON, 1995).

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2 Capitulo 9




8090% 7

60,0% -

40,0%

Progresso (%)

20,0% -

*

0,0% +- , 1

4] 3 9 12 15
Unidades de Pasteurizagdo (P.U.)

Figura 2 - Progresso da inativac&o térmica por unidade de pasteurizagéo (P.U.)

Conforme esperado, valores maiores de D, implicam no emprego de processos
com maior P.U.’s, conforme visto na Figura 2 acima. O progresso desconta leveduras
inativas antes do processamento térmico e calcula a porcentagem de totalizacdo do
processo de inativacao para as células totais presentes na amostra.

O grafico disposto no lado esquerdo da Figura 3 apresenta os valores linerizados
de numero de células viaveis finais sobre o valor de inicial. No lado direito foram
apresentados os parametros da regressao linear obtidos (R2, valor beta, valor-p e
coeficiente angular).

Coeficiente angular
0.2 -0,102 + 0,011
ox x
. ) Valor de B
-0,985 + 0,101
n 04
% e Valor-p
£ o8} 0,0023
Ar § R2
e 0,9693
14}

tempo (min)

Figura 3 - Regressao linear (a = 0.05) para os valores de log(N/N,) por tempo (min)

Pode-se observar que as variaveis séo estatisticamente dependentes, visto que
se obteve um coeficiente de determinacao alto (R?) que permite comparar a contribuicéo
relativa da variavel independente (tempo) na predi¢céo da variavel dependente (log N/
N,). Splittstoesser et al. (1986) determinou a resisténcia térmica de S. cerevisiae em
vinho e suco de maca e também observou o comportamento logaritmico linear em
ambos produtos fermentados (SPLITTSTOESSER et al., 1986; MILANI; GARDNER,;
SILVA, 2015).

A tabela abaixo representa os valores obtidos para diferentes cepas de levedura
S. cerevisiae obtidos na literatura de acordo com Milani, Gardner e Silva (2015).
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Saccharomyces | Saccharomyces | Saccharomyces | gaccharo myces
IGnOaEiéagéo termica a | o eyisiae cerevisiae cerevisiae cerevisiae
DSMZ 1848* | DSMZ 70487 * | Ethanol Red® * | WB-06 ™
Jormpo ‘(’Seoﬁfn‘fﬁ]éo 112057  75+014 6,0 +0,54 9,8 +0,10
R? 0,961 0,993 0,993 0,969
* MILANI; GARD-
NER; SILVA, 2015
** Presente trabalho

Tabela 1 - Valores de tempo de reducgéo decimal para inativagéo térmica a 60 °C

Comparando com outras cepas, a S. cerevisiae WB-06 possui um valor acima
da média de tempo de reducéo decimal, o que caracteriza maior resisténcia térmica
e tempo de processamento na temperatura de 60 °C. Trabalhos feitos com suco de
frutas (PUT e De JONG, 1982; MILANI; GARDNER; SILVA, 2015) demonstraram um
valor maximo de D, para as 21 cepas testadas de fungo sendo 19.2 minutos.

Com os parametros é possivel a concepcao de um modelo matematico que
possa ser implementado em um software de controle de equipamento de inativagcao
térmica, sob essa mesma temperatura. Isto permitiria efetuar adequacgdes nos banhos
em fungao do nivel de viabilidade no seu interior, a partir da estimativa fornecida (D).

41 CONCLUSAO

Uma relagao do tempo de aquecimento a 60 °C com o numero de células coradas
foi possivel. O modelo teve um alto coeficiente de determinacao (R?) para o modelo de
Bigelow (1920), permitindo a modelagem e estimativa do tempo de reducao decimal
da cepa comercial de levedura S. cerevisiae WB-06, que foi em torno de 9,80 min. O
processo € capaz de obter valores de viabilidade celular abaixo de 2% em 15 minutos.
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